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Introduction

La culture cellulaire est un des outils de choix au
laboratoire. Qu'il s’agissent de recherche fondamentale ou
d'applications biotechnologiques, elle permet aujourd hui
de disposer facilement et rapidement de matériel
biologique. En maitrisant les parametres physico-
chimiques des conditions de culture et de tracabilité des
cellules, la culture in vitro permet d’effectuer des
expériences standardisées.







1870, Premieres tentatives de culture d’organes vivants isolés
(conservation de queues de tétards de grenouille).

1902, Flaberlandt, chercheur allemand, énonce le concept de la totipotence
cellulaire vegetale. Il réussit a faire survivre in vitro, quelques mois, de
petits amas cellulaires mais sans multiplication.

1907, croissance de fibre nerveuse de grnouille in vitro.

1912, Carrel réussissait la culture indéfinie de cellules de cceur d’embryon
de poulet par repiquages successifs.

1916, Détachement par la trypsine et sous-culture d’explants.
1929, culture d’organe d’os longs de poulet.
1948, introduction des ATBs dans une culture de tissu.

1952, production de vaccin par Salk contre la polio, dans des cellules de
rein de singe.

1952, premiere lignée humaine, Hela, a partir d'un carcinome du col de
I"uterus.

1970, développement de hottes a flux laminaire.
1975, les anticorps monoclonaux.




Dapres les dates, trois périodes vont marquer le développement de la culture
cellulaire :

- : Cette période annonce la premiere méthode de
culture de tissu en dehors du corps, grace au Professeur Harrison qui a pu
cultiver des neuroblastes de grenouille dans un milieu de lymphe et ainsi
franchit un premier pas vers la recherche actuelle sur les cellules souches et
dérivées.

: Cette période est dominée par Carrel qui
oriente le developpement de la culture de tissus suivant 3 voies principales :

* ['ameélioration des techniques d'obtention des tissus.

* ['élaboration des regles d'aseptie.

[ 'étude des besoins nutritionnels. Il est le pere de la culture cellulaire : il a

imagine, inventé et mis au point les premieres cultures cellulaires. CARREL a

cultiver un cceur de poulet battant in vitro plus longtemps que la vie du poulet.
n'apparait, a proprement dit, qu'a partir de 1952 lors de

l'introduction de la trypsinisation des tissus par Moscona en 1952. Il procede a la

digestion de tissu d'oeuf de poulet avec de la trypsine afin d'obtenir des cellules

isolées ou des amas de cellules capables de se diviser in-vitro.




Définition

La totipotence d'une cellule est sa capacité a
generer de facon autonome un organisme
complet en se divisant et donnant tous les tissus
y compris la lignée germinale et les tissus extra-

embryonnaires, cette notion est limitée aux
seules cellules présentes dans les premiers
stades de développement (les cellules souches
totipotentes sont a 1'origine de la formation de
I'embryon et de ses annexes extra-
embryonnaires, dont le placenta).




Chez I"'Homme,
sont présentes au niveau du zygote au
stade de 2 cellules (2C-like cells) et au maximum
jusqu’au 4e jour aprés la fécondation. A partir du
cinquieme jour, il se forme, dans le blastocyte, un
bourgeonnement cellulaire contenant des cellules
souches pluripotentes. Une fois isolées, ces cellules sont
capables de générer tous les tissus de l'embryon
(mésoderme, endoderme et ectoderme) et on parle
alors des :
cependant, elles ne peuvent plus donner naissance a un
embryon car elles ont perdu la capacité de former les
annexes extra-embryonnaires. C'est a partir de ces
que sont obtenues

(dites cellules ES pour

embryonic stem cells) utilisées au laboratoire.




La totipotence est donc un état beaucoup plus
plastique que la pluripotence. La compréhensions de la
plasticite des cellules totipotentes a ouvert la voie a
I"approche de clonage nucléaire ou le transfert
nucléaire somatique. Démontré pour la premiere fois
chez les mammiferes en 1996 avec le clonage du
mouton Dolly. Cette méthodologie consiste a transférer

le noyau d'une cellule somatique dans un ovocyte
énucléé.

Avec l'identification @ des  cellules  souches
embryonnaires humaines et la maitrise des techniques
de transfert nucléaire, il est devenait possible dutiliser
les cellules souches embryonnaires dans la thérapie
régénérative. Ces approches se heurtent a de
nombreux obstacles tant scientifiques et techniques
qu’éthiques.




cellules totipotentes cellules pluripotentes cellules différenciées

il

O® — — -

ceBubes toaschers cmbHyoranaine:

https:/ /presse.inserm.fr/ de-la-pluripotence-a-la-
totipotence /20082 /




Culture in vitro et son utilisation
ce sont des

cultures in vitro de cellules, de tissus et
d'organe dans un milieu artificiel. Des
techniques permettant de faire croitre des

cellules ex-vivo (hors de leur organisme), c'est
a dire, de composition connue et sans variation

dues au métabolisme. Ces techniques récentes
sont liées au développement  des
biotechnologies.

Ces techniques sont délicates car les cellules
animales sont fragiles (sans paroi) et malgré les
conditions stériles lors de la manipulation, les
contamination sont fréquentes (bactéries,
champignons et surtout levure).




On distingue 2 types de cellules dans
l'organisme :
-les cellules circulantes ou libres, telles que les

cellules sanguines qui sont récupérées par
centrifugation.

-les cellules des tissus solides récupérées selon
2 procédés :
-migration cellulaires a partir d'explant.

~dissociation du tissu avec libération des
cellules.

La culture de cellules obtenues a partir
d'organe ou de tissu est appelée primoculture
ou culture primaire.




fragments excisés d'un tissu ou d'un organe
utilisés pour initier une culture in vitro.

tylpe de culture permettant a des
cellules de se multiplier alors qu'elles sont en suspension
dans un bouillon.

culture initiée a partir de cellules, de tissus
ou d'organes prélevés directement sur un organisme. De
telles cultures peuvent étre considérées comme primaires
jusqu'au premier repiquage. Elle devient alors une lignée
cellulaire.

une lignée cellulaire provient d'une
culture primaire au moment du premier repiquage.
L'expression "lignée cellulaire" signifie que les cultures qui
en proviennent se composent de nombreux li%nages de

cellules qui étaient présentes a l'origine dans la culture

primaire.




sont des cellules «
immortelles » car :

*Elles peuvent étre cancéreuses.

“Elles peuvent étre contaminées par un virus qui les
rend immortelles (virus de I'Herpes ou SV40).
Exemple: des cellules primaire immortalisée avec
un virus herpes et production de lignée cellulaire.

“Elles peuvent étre moditiées par le génie génétique ;
en injectant le gene codant pour la protéine

rendant immortel (comme le gene T du virus
SV40).




: ce sont des
cellules souches pluripotente issue de la masse
cellulaire interne de de I'embryon. Les cellules
souches embryonnaire peuvent ainsi engendrer

tous les types cellulaires de l'organisme, leur
utilisation a donné naissance a de nombreuses

applications dans la biotechnologie et Ile
médical.




= On distingue également 2 types de culture:

= La culture 2D qui permet de cultiver les cellules sous
forme de tapis cellulaire, cette méthode présente de
nombreux avantages comme la facilité de manipulation
mais elles présentent également des désavantages
comme notamment le manque de similitude avec les
conditions in vivo

La culture 3D est de plus en plus utilisée car elle

ermet de cultiver les cellules dans des conditions qui
imitent l'environnement des cellules in vivo. Elle
permet donc d'obtenir des cellules avec une
morphologie proche de ce qu'elles ont dans
I'organisme (ex: organoides et sphéroides).







Elles ont pour but d'étudier des phénomenes
physiologiques, des mécanisme biochimiques sans avoir
recours a l'expérimentation in vivo.

Exemples d'application :

-Etude du mécanisme d'infection par un virus tel que le
HIV.

-Etude de la différenciation cellulaires et des mécanismes
des cancers.

test de substances

pharmacologiquement active sur des cellules. Les modeles
cellulaires apparaissent comme alternative notamment en
raison des problemes d'expérimentation animale,
expérimentation animale qui ne peut malgré tout pas étre
supprimée car les effets sur 1'animal entier ne sont pas les
meémes que sur des cellules isolées.




production de substances par les
cellules, telle que l'insuline et les hormones de
croissance.

-Production des anticorps monoclonaux.

~Culture des virus (production de wvaccin ou
diagnostic direct ou indirect des viroses).

-Production de peau neuve par culture pour
autogreffe ultérieure (pour les grands brilés).




La culture de cellules animales permet la
production de nombreuses molécules
therapeutiques telles que des vaccins et des
protéines recombinantes.

En 1982, l'insuline humaine, développée par
Genentech et produite par Eli Lilly & Co, a été la
premiere protéine recombinante a obtenir une
autorisation de mise sur le marché (AMM) pour
un usage thérapeutique, AMM délivrée par
I'agence fédérale américaine des produits
alimentaires et médicaux (FDA) et l'agence
européenne du médicament (EMA).




Actuellement, 907 molécules thérapeutiques issues
de la biotechnologie sont en phase de développement
aux FEtats-Unis. Ainsi, les médicaments issus des

biotechnologies génerent un chiffre d’affaire annuel de
'ordre de 140 milliards de dollars .

Ces médicaments sont principalement des protéines

recombinantes impliquées dans les traitements du
cancer, du diabete, du retard de croissance, de
I"hémophilie, des hépatites et autres maladies auto-
immunes. La majorité de ces médicaments est destinée
a un usage thérapeutique, seule une faible proportion
de ceux-ci est utilisée pour le diagnostic.




La majorité des  protéines  recombinantes
pharmaceutiques sont produites dans des cellules
animales dont 60 a 70% dans les cellules de mammiferes.
L'un des principaux avantages des cellules animales réside
dans leur capacité a réaliser les modifications post-
traductionnelles, dont la glycosylation, au cours de la

synthese de protéines recombinantes. L’état de
glycosylation est important pour de nombreuses
propriétés de la protéine: pharmacocinétique, bioactivité,
sécretion, solubilité, antigénicité...

La maitrise des cultures de cellules animales pour
produire des substances bioactives constitue un enjeu
thérapeutique majeur qui génere des revenus importants.







Les anticorps sont
des anticorps fabriqués par des cellules en
culture pour traiter des maladies spécifiques.
Plus de 30 anticorps monoclonaux sont
commercialisés en France aujourd’hui dans le

traitement de maladies inflammatoires
chroniques (telles que la maladie de Crohn,
la polyarthrite rhumatoide, le psoriasis, etc.),
de cancers et du rejet de greffe. Ils ont
révolutionné la prise en charge de nombreuses
maladies.




C'est en 1975 que Kohler et Milstein produisent
les premiers anticorps monoclonaux en utilisant
une methode qui est devenue rapidement 1'une
des technologies clés de l'immunologie. En
fusionnant des lymphocytes B activés avec des
cellules de myélome, ils ont été capables de former

des cellules hybrides - appelées hybridomes - qui
conservent les propriétes sécrétrices d’anticorps
des cellules B activées et celles d'immortalité des
cellules de myélome. Sélectionnés et clonés, ces
hYbridomes constituent une source théoriquement
illimitée d’anticorps spécifiques, tous identiques.




Ces anticorps ont d’abord trouvé de
nombreuses applications au niveau de la
recherche fondamentale et du diagnostic in
vitro. Dans le laboratoire de Biologie clinique,
les anticorps monoclonaux sont utilisés comme

reactifs dans les 1mmunodosages. De
nombreuses années de développement et
d'innovation ont été nécessaires pour
humaniser les anticorps monoclonaux, afin de
les rendre utilisables en thérapeutique
humaine.




La production d'anticorps monoclonaux in vitro se fait en
quatre étapes.

La premiere est genéralement effectuée en animalerie, alors
que les trois autres sont réalisées dans un laboratoire de
culture cellulaire. La fig.2. résume le processus.

Ce processus comprend plusieurs étapes:

sImmunisation d'un animal (production in-vivo).

*Des cellules de la rate sont prélevées et sont fusionnées a des
cellules myélomateuses.

*Les hybridomes sont sélectionnés par incubation dans un
milieu HAT qui ne permet la croissance que des cellules
possédant le gene fonctionnel HPGRT provenant de 1'ADN
des lymphocytes B.




sUne étape de clonage par dilution conduit au
choix des cellules produisant I'anticorps
monoclonal desiré en quantité suffisante. Les
clones positifs sont multipliés a petite ou a grande
echelle selon les besoins.

Dans l'exemple illustré, les hybridomes

selectionnés sont cultivés a grande échelle dans
un bioréacteur a perfusion, dans lequel les
cellules sont maintenues immobilisées alors que
le milieu de culture circule en continu. De cette
facon, les anticorps sécrétés peuvent étre récoltés
continuellement
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Fig.2. La production d'anticorps monoclonaux in vitro.
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